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論 文 内 容 要 旨
【目 的 】
ビタ ミンDは 生体 内で筋力増 強 な どの同化 作用 や平 衡機 能改 善作用 を もち,転 倒 予防 効果 を
もた らす。 しか し,invitroの 実験 で ビタ ミンDの 骨格筋 細胞 に対 す る同化作用 を明確 に報告
した ものはな い。 本 研究 の 目的はinvitroで の活牲 型 ビタ ミンD3の 骨格 筋細胞 に対 す る効 果
を調 べ るこ とであ る。
【方 法 】
マ ウスの骨格筋 由来 の細胞株 であ るC2C12筋 芽細胞 を10%胎 児 ウシ血清(FBS)で 増殖 させ,
コ ンフルエ ン トに達 した状 態 で2%ウ マ血清(HS)に 交換 す る と,C2C12筋 芽細 胞 は分 化を開
始 し,細 胞融合 して筋管 細胞 を形 成す る。 この分化過程 を増殖期,分 化初期,分 化後期 に分類 し,
それぞ れの時期 におけ る活性型 ビタ ミンD3の 効果 を解析 した。
L増 殖 期=増 殖期 に あ るC2C12筋 芽細胞 の細胞数 とWST-1活 性を測定 した。細胞 周期 を解析
す るために フローサイ トメ トリーを用 いた。細 胞周期 を制御 す るサイ ク リン依存性 キナ ーゼ阻害
薬 で あ るp21お よ びp27のmRNA発 現量 をみ るため に定量 的RT-PCRを 行 った。活性 型 ビタ
ミンD3100nMとVehicle群 で は72時 間培養後 の光顕像,電 顕 像を比較検 討 した。
2.分 化初 期,分 化 後期:分 化初 期 ・後期 のC2C12細 胞 に対 して,筋 細胞 を構成 す る蛋 白の う
ち筋 に特 異 的 で あ り,筋 細 胞 の分 化 の マ ーカ ー と して も用 い られ る ミオ シ ン重鎖(myosin
heavychain:MHC)に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体MF20(DevelopmentalStudies
HybridomaBank)を 用 いた免疫染 色を行 った。MHCneonatalお よびMHCア イ ソフ ォー ム
のmRNAの 発現量 を み るため に定量 的RT-PCRを,MHC蛋 白の発現量 をみ るために ウエ スタ
ンブ ロ ッテ ィ ング法 を行 った。 さ らに分化 後期 では速筋 のMHC蛋 白(MHCfast)の 発 現量を
み るため に ウエ スタ ンブロ ッテ ィング法を追加 した。
【結 果 】
1.増 殖期:活 性型 ビタ ミンD3群 で,ビ タ ミンD濃 度 依存性 に細胞増殖,WST-1活 性 が抑制 さ
れ,細 胞周期 で はGO/G1期 の割 合が増加 した。p21お よびp27のmRNA発 現 量 は活 性型 ビタ
ミンD3群 で増加 した。活性 型 ビタ ミンD3100nM群 で はVehicle群 に比べ,光 顕上 で肥大化
した細胞 がみ られ,電 顕像 では胞体 や核膜 に空胞形 成が見 られ た。
2.分 化 初期:免 疫染 色 で は,MHC陽 性細胞 の数 は活性 型 ビタ ミンD3群 で減少 した。MHC
neonatalのmRNA発 現量 およびMHCの 蛋 白量 は活性型 ビタ ミンD3群 で有意 に減少 した。
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3,分 化 後期:免 疫染色 では,MHC陽 性細胞 の数 は活性 型 ビタ ミンD31あ るいは10nM群 で
明 らかな変 化 は見 られなか ったが,活 性型 ビタ ミンD3100nM群 で はMHC陽 性 細胞の数が減
少 した。MHCneonatalのmRNA発 現 量 は有意 差が見 られなか った。MHCの 蛋白量 も活性型
ビタ ミンD31あ るいは10nM群 で増加傾 向がみ られたが有意 差 はな か った。 活性型 ビタ ミン
D3100nM群 で はMHCの 蛋 白量 は有意 に減少 した。MHCtyper【aのmRNAの 発 現量 は活
性 型 ビタ ミンD31nM群 で有意 に増加 し,MHCfastの 蛋 白量 にお い て も活 性 型 ビタ ミン
D31nM群 で有意 に増加 した。
【考 察 】
本研 究 では,活 性型 ビタ ミンD3がC2C12筋 芽細胞 の増殖 を抑制 し,分 化初 期のMHCの 発
現 も抑 制 した。 一方,生 体環境 によ り近 い分化 後期 で は,活 性型 ビタ ミンD31nM群 でMHC
お よびMHCfastの 発現量 が増 加 した。活牲 型 ビタ ミンD3は 筋 組織 に対 して同化作用 をもち,
筋組織 中の速筋線 維を増加 させ る可能性 があ る。
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審 査 結 果 の 要 旨
研究 の要 旨:本 研究 の 目的は,マ ウスの骨格筋 由来 の細胞株 で あるC2C12筋 芽細胞 を用 いて,
invitroで 各分 化段 階 にお け る活性型 ビタ ミンD3の 骨格 筋 に対す る効果 を調べ るこ とで あ る。
そのた めC2C12の 分 化段 階を増殖期,分 化初期,分 化後期 に分類 した。 増殖期 に関 して は増殖
の指標 と して細 胞増殖,細 胞周期 お よび形 態学 的変 化 につ いて,分 化初期 ・後期 に関 して は分化
の指標 として筋細胞 を構成す る蛋 白の うち筋に特 異的で あ り,筋 細胞 の分 化マー カー と して も用
い られ る ミオ シン重鎖(MyosinHeavyChain;MHC)の 発現 について解析 した。C2C12筋 芽
細胞 が増 殖 を続 け る増殖 期で は,活 性 型 ビタ ミンD3濃 度依存性 に細胞増殖 が抑制 され,細 胞 周
期 はGO/G1期 の割合 が増加 した。 また,活 性 型 ビタ ミンD3100nM群 で はVehicle群 に比べ,
光顕上 で肥大 化 した細胞 が見 られ,電 顕上 では胞 体や核 膜 に空胞 形成 が見 られ た。C2C12筋 芽
細胞 が コ ンフル エ ン トにな ってい る分化初期で は,MHC陽 性 細胞数 は活性型 ビタ ミンD3群 で
減少 し,MHCneonatalのmRNA発 現量 およびMHCの 蛋 白量 は活性型 ビタ ミンD3群 で有意
に減少 した。C2C12筋 芽 細胞 が コンフルエ ン トに達 して筋 管細胞 へ と分化 した分 化後期 で は,
MHC陽 性細 胞数 は活性 型 ビタ ミンD3100nM群 で減少 した ものの,ビ タ ミンD31nM群 あ
るいは10nM群 で明 らか な変化 は見 られず,MHCneonata1の 皿RNA発 現量 も有 意差 が見 ら
れな か った。MHCの 蛋 白量 は活性 型 ビタ ミンD31nM群 あるいは10nM群 で増加傾 向が 見 ら
れ たが,活 性 型 ビタ ミンD3100nM:群 で は有意 に減 少 した。 追加 して 行 ったMHCtypeII
のSubtypeの 解析 で は,MHCtypeIIa,IId/x,IIbのmRNA発 現量 は活性型 ビタ ミンD31
nM群 で増 加 して お り,typeIIaで はmRNA発 現量 が有意 に増加 した。速筋 を構成 す るMHC
fastの 蛋 白量 において も活性型 ビタ ミンD31nM群 で有意 に増加 した。
斬新 さ:こ れ までの活性 型 ビタ ミンD3に 関す るinvitroの 研究 は,腫 瘍 細胞 やcelllineの 増殖
期 な ど細 胞 が 未熟 な段 階で の活 性 型 ビタ ミンD3の 作 用 を検 討 した もので あ る。 本 研 究 で は
C2C12細 胞 を分化 させ,よ り生 体 内に近 い状 態で 活性型 ビタ ミンD3の 作用 を検討 して い る点
で斬 新 であ る。
重 要性:こ れ までの臨 床研究 で ビタ ミンDに 転倒 予防効 果 があ るこ とが報告 され て い る。 この
メカニズム と して筋力増強 や重 心動揺性 の減少が考 え られて いるが,詳 細 はいまだ明 らかで はな
い。本研 究 は 加vitroで 活性型 ビタ ミンD3の 同化作 用を証 明 した。
本研 究は,ビ タ ミンDの 転 倒予防効果の メカニ ズムを解 明す る基礎研 究 と して重 要で ある。
実験方 法の正確 性1実 験 は周到 に練 られた計画 の もとに行 われ,再 現性,正 確 性が高 い と考 え ら
れ る。 また,得 られ たデー タの統計 処理 も適切 にな されて お り,信 頼性 の高 い研究 であ る。
表現 の明瞭 さ:こ れまでの問題 点を明確 に指摘 し,研 究 目的,方 法,実 験結 果,考 察 を簡潔 明
瞭に記載 して いる と考 え る。
よ って,本 論文 は博 士(医 学)の 学位論文 と して合格 と認 める。
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